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BOCALETI, Alex da Silva. Novos formulados a base de Bacillus thuringiensis
subesp. israelensis para controle de Culicidae (Diptera). 2019. 63 f. Dissertagao
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RESUMO

Culicidae possui relevancia em saude pela veiculagdo de patégenos causadores de
doengas como dengue, chikungunya, zika, febre amarela, filarioses, encefalites e
malaria. O monitoramento e posterior controle dos vetores € essencial para a baixa
circulacdo de patégenos. Bacillus thuringiensis subesp. israelensis (Bti) € uma
bactéria produtora de toxinas com agdo entomopatogénica especifica e relevante em
comparagao aos inseticidas sintéticos que apresentam reduzida especificidade e
elevados niveis de resisténcia. Este trabalho tem o objetivo de avaliar a eficacia de
novos formulados a base de Bti para o controle de Aedes e Culex em condi¢cdes de
laboratério e campo. O fermentado de Bti (cepa BR14) foi preparado sob meio
NYSM, centrifugado e liofilizado. O fermentado foi formulado em duas formas:
comprimido (BioUEL-C) para pequenos recipientes e em granulos dispersiveis
(BioUEL-GD) para maiores areas. Para a analise da efetividade dos novos
formulados a metodologia aplicada seguiu o protocolo proposto por WHO (2005)
para larvicidas bacterianos e o produto padrdo para os experimentos foi o
Vectobac® WG (Lotes 267-853-PG e 291-325-PG30) em trés fases: 1. Estudos
laboratoriais com Aedes; 2. Ensaios de campo em pequena escala com Aedes e
Culex; 3. Ensaios de campo com Culex. As larvas de Aedes foram obtidas por meio
de armadilhas ovitrampas, no campus da Universidade Estadual de Londrina, e
larvas de Culex em estagdo de tratamento de esgoto. Os testes laboratoriais
determinaram a toxicidade de 2.700 UTIl/mg do formulado BioUEL-C. Nos testes em
condigdes de campo os formulados comerciais ndo diferiram estatisticamente em
relacdo a mortalidade pelo BioUEL-C e BioUEL-GD, durante sete semanas de
persisténcia, atingindo até a quinta semana mortalidade acima de 90%. Para Culex
em situacdo de campo, BioUEL-GD nao mostrou diferenga significativa com a
formulacdo comercial durante dez semanas de experimento, sendo que somente na
sétima semana a taxa de mortalidade foi menor que 90%. Em todas as etapas do
experimento em campo os fatores abidticos nao tiveram diferengas entre o controle e
formulacdes para pH, oxigénio, condutividade e salinidade. Em campo, com Culex, a
aplicacao do BioUEL-GD obteve eficacia satisfatéria de até cinco dias de atividade,
obtendo o pico de 94,97% de decréscimo populacional no terceiro dia de aplicagao
iniciando o reestabelecimento populacional. Os produtos foram eficazes para o
controle de Aedes e Culex, sem alterar os fatores abiéticos sendo efetiva para agdes
de redugao da densidade de vetores com reduzido impacto na fauna a partir da
vantagem de sua seletividade.

Palavras-chave: Mosquitos. Controle Bioldgico. Bioinseticida. Zoologia Aplicada.



BOCALETI, Alex da Silva. Novos formulados a base de Bacillus thuringiensis
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ABSTRACT

Culicidae has relevance in health by the transmission of pathogens that cause
diseases such as dengue, chikungunya, zika, yellow fever, filariasis, encephalitis and
malaria. Monitoring and subsequent control of vectors is essential for the low
circulation of pathogens. Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) is a toxin-
producing bacterium with specific and relevant entomopathogenic action compared to
synthetic insecticides that have reduced specificity and high levels of resistance. This
work aims to evaluate the effectiveness of new formulations Bti-based for the control
of Aedes and Culex genera in laboratory and field conditions. The Bti fermentate
(BR14 strain) was prepared in NYSM medium, centrifuged and lyophilized. The
fermentate was formulated in two forms: tablets (BioUEL-C) for small containers and
dispersible granules (BioUEL-GD) for larger areas. For the analysis of the
effectiveness of the new formulations, the methodology applied follows the protocol
proposed by WHO (2005) for bacterial larvicides and the standard product for the
experiments was Vectobac® WG (Lots 267-853-PG and 291-325-PG30) in three
phases: 1. Laboratory studies with Aedes; 2. Small-scale field trials with Aedes and
Culex; 3. Field trials with Culex. Aedes larvae were obtained using ovitraps, on the
campus of the State University of Londrina, and Culex larvae in a sewage treatment
station. Laboratory tests determined the toxicity of 2,700 ICU/mg of the formulated
BioUEL-C. In tests under field conditions, commercial formulations didn’t differ
statistically in relation to mortality by BioUEL-C and BioUEL-GD, during seven weeks
of persistence, reaching mortality up to 90% by the fifth week. For Culex in a field
situation, BioUEL-GD showed no significant difference with the commercial
formulation during ten weeks of the experiment, and only in the seventh week the
mortality rate was less than 90%. In all stages of the field experiment, abiotic factors
did not differ between control and formulations for pH, oxygen, conductivity and
salinity. In the field, with Culex, the application of BioUEL-GD obtained satisfactory
efficacy of up to five days of activity, obtaining a peak of 94.97% of population
decrease on the third day of application, starting the population reestablishment. The
products were effective for the control of Aedes and Culex, without changing the
abiotic factors, being effective for actions to reduce the density of vectors with
reduced impact on the fauna from the advantage of their selectivity.

Key-words: Mosquitos. Biological control. Bioinseticide. Applied Zoology.
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1 INTRODUCAO

1.1 CULICIDAE - MOSQUITOS

1.1.1 Biologia Geral e Classificacéo

A classe Insecta, maior grupo do reino Animal apresenta mais de um
milhdo de espécies descritas, possuindo um grande sucesso evolutivo devido as
suas adaptagdes fisiologicas e morfoldgicas oriundas das pressdes ambientais ao
longo de milhdes de anos. Esse processo também reflete a ampla distribuigdo
geografica dos insetos (Brusca et al. 2018), além da sua importdncia na composi¢cao
dos ecossistemas.

A familia Culicidae (Diptera), conhecidos como mosquitos,
pernilongos, sovelas, murigocas, carapanas e bicudas, estdo presentes praticamente
em todos os habitats, aquaticos e terrestres, com ampla distribuicdo entre as
diferentes regides geograficas do mundo, desde regides subtropicais ao artico
(Rueda, 2008).

Precipitacbes e temperaturas elevadas, sobretudo dos climas
tropicais e subtropicais, juntamente com alteragdes climaticas decorrentes do
aquecimento global e ag¢des antropicas favorecem condi¢des adequadas para o
desenvolvimento, proliferagao e sucesso adaptativo destes insetos (Forattini, 2002;
Araujo et al. 2016; Marques, 2017). Os culicideos também podem ser influenciados
por fatores como luz, salinidade, poluentes organicos e inorganicos (Consoli &
Oliveira 1994).

O taxon compreende cerca de 3.500 espécies distribuidas em 41
géneros diferentes, com 31% dessa diversidade ocorrendo em regides Neotropicais
(Harbach & Kitching, 1998; Guedes, 2012; Foster & Walker, 2019; WRBU, 2019).

Os mosquitos sdo de pequeno porte e possuem escamas por todas
as veias das asas e uma franja de escamas localizada as bordas da mesma (Consoli
& Oliveira 1994).

A classificagdo atual reconhece trés subfamilias: Anophelinae,

Culicinae e Toxorhynchitinae, sendo Anophelinae considerado o grupo mais basal
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(Harbach & Kitching, 1998). Alguns autores recentes, a partir de analises
morfolégicas e moleculares rebaixam Toxorhynchitinae a tribo de Culicinae (Foster &
Walker, 2019).

1.1.2 Criadouros

Culicideos possuem um ciclo de vida de aproximadamente 45 dias
no qual apresenta estagios de ovo, quatro instares larvais, pupa, que se
desenvolvem e dependem do ambiente aquatico enquanto os adultos alados do
ambiente terrestre (Forattini & Massad, 1998; Costa, 2001, Foster & Walker, 2019).

Os ovos sao depositados nos mais variados corpos d’agua, ou a
borda dos mesmos, para seu desenvolvimento (Gomes et al., 2006). Criadouros
naturais como buracos em arvores, internédios de bambus, cascas de arvores,
acumulos de agua nas axilas de bromélias ou frutos caidos utilizados por diversas
espécies de mosquitos para sua reproducao (Lopes et al., 1983; Consoli & Oliveira
1994; Forattini 2002; Zequi et al. 2005) e criadouros artificiais como garrafas e copos
plasticos, pneus, tampas, galdes, materiais de construgao e até mesmo reservatorios
subterraneos de captura de agua da chuva sao amplamente utilizados por fémeas
de culicideos mais adaptados ao ambiente antropico em areas urbanas (Cardoso et
al., 2015; Lima-Camara, 2016; Bermudi et al., 2017; Beserra et al. 2017; Montagner
et al. 2018). Desta forma, ocupam um consideravel espectro de ambientes aquaticos
e com ampla diversidade de ecossistema desde minas de diamantes na Africa a
elevadas altitudes, ambiente marinho e os mais sinantrépicos em praticamente todo
material que possa acumular agua (Forattini, 2002; Rueda, 2008).

A maioria das larvas de mosquitos se alimentam de matéria orgénica
particulada em suspensao ou de microrganismos presentes na agua do criadouro
(Harbach, 2007), sendo classificadas entdo como organismos coletores-filtradores.
Em ambientes impactados, componentes desse grupo funcional se favorecem sobre
outros organismos e destacam-se em abundancia em fungdo do maior aporte de
matéria organica suspensa, como espécies dos géneros Aedes Meigen, 1818 e
Culex Linnaeus, 1758 facilitando assim a colonizacdo de ambientes antrdpicos e
impactados (Silveira 2004; Chaves et al. 2011).

A maioria das fémeas de Culicidae, das subfamilias Anophelinae e

Culicinae, sdo hematofagas alimentando-se do sangue de diversos vertebrados.
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Esse habito alimentar torna essas fémeas importantes vetores de patéogenos que
causam diversas doencgas e levantam preocupagao da sociedade e 6rgédos de saude
publica (Molyneux, 1997; Montagner et al. 2018).

Dentre as 466 espécies de culicideos que ocorrem no Brasil,
destacando-se as espécies dos géneros Anopheles Meigen, 1818, Aedes,
Haemagogus Linnaeus, 1758 e Culex, que estdo envolvidas na transmissao de
diferentes agentes etioldgicos na area urbana e silvestre (Guedes, 2012; Medeiros-
Souza et al. 2013). O sucesso adaptativo dos mosquitos as variaveis ambientais os
leva a se proliferar por diferentes areas e resultam numa ampla distribuicdo de
patégenos que veiculam doengas pelo mundo (Rueda 2008; Vega-Rua et al. 2014;

Zara et al. 2016), causando milhares de mortes.

1.1.3 Epidemiologia

No Brasil o Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762 ¢
considerado o principal vetor de diversas arboviroses (Forattini 2002; Montagner et
al. 2018). Entretanto, pela dindmica de vetores, atualmente Ae. aegypti e Aedes
(Stegomyia) albopictus Skuse, 1894 veiculam juntos, na area urbana, uma série de
virus causadores de doengas como dengue, chikungunya, febre Zika e a febre
amarela urbana, apresentando alta plasticidade genética tanto na veiculagédo dos
patégenos como colonizagao de habitats (Martins et al. 2012; Zara et al. 2016).

A dengue é uma doenca febril aguda, causada por um virus
pertencente a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus. Sdo conhecidos atualmente
quatro sorotipos com propriedades antigénicas diferentes (DENV-1, DENV-2, DENV-
3 e DENV-4) (Tauil, 2001).

Em 2019, foram notificados 1.544.987 casos provaveis (taxa de
incidéncia de 735,2 casos por 100 mil habitantes) de dengue no pais, sendo a regiao
Centro-Oeste com 1.349,1 casos/100 mil hab. e a regido Sudeste com 1.1594
casos/100 mil habitantes com as maiores taxas. Em relagdo ao ano de 2018 houve
um aumento de 480,97% de casos provaveis no pais, com aumento na incidéncia
inclusive em periodos no qual espera-se uma reducao de casos como o inverno e
782 casos de 6bitos confirmados (Brasil, 2019a; Brasil, 2020).

Outras importantes arboviroses transmitidas pelo Ae. aegypti, como

Chikungunya (CHIKV) e a febre Zika (ZIKV), apresentaram também um aumento em
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numero de casos em relagdo a 2018. Para chikungunya em 2019 foram notificados
132.205 casos provaveis no pais com 92 obitos confirmados em relagcdo a 2018,
onde foram registrados 87.687 casos provaveis. Os casos de febre Zika também
aumentaram, onde foram registrados em 2019 10.768 casos provaveis, em relagéo
2018 com 8.680 casos provaveis foram registrados (Brasil, 2019a; Brasil, 2020).

Entre os anos de 2014 e 2015, o Brasil vivenciou um surto de casos
de microcefalia, abortos espontaneos e uma série de complicagdes neurolégicas em
neonatais associadas a infecgao pelo virus Zika tornando-se um fato de emergéncia
em saude publica de interesse internacional (Albuquerque et al. 2018).

Problema que se intensificou no primeiro semestre de 2015,
sobretudo no estado de Pernambuco, foi a sindrome Guillain-Barré (SGB). A SGB é
uma polirradiculoneuropatia inflamatéria de carater autoimune de rapida evolucgéo,
em casos mais graves pode chegar em até quatro semanas o desenvolvimento de
insuficiéncia respiratéria podendo ocorrer graves sequelas e 6bitos em até 20% e
5% dos casos, respectivamente (Cabral et al. 2012; Nobrega et al. 2018). Estudos
como Malta et al. 2016 e Nobrega et al. 2018 mostram que seu surto de casos e
manifestagdes neurolégicas possuem possivel relagdo a infecgbes por dengue,
chikungunya e sobretudo do virus Zika.

Outro problema que voltou ao centro da discussao foi a febre
amarela silvestre. Ao final de 2016, o pais registrou um de seus maiores surtos de
transmissado, e considerando que as areas mais atingidas sao proximas a grandes
centros urbanos populosos e com infestacdo de Ae. aegypti, isso reacendeu a
preocupagao das autoridades em relagdo a area de circulagao viral (Cavalcanti &
Tauil, 2017).

Outro género comum de culicideos é Culex, importante transmissor
do vetor etiologico da filariose no Brasil, hoje restrito ao nordeste do pais, e potencial
vetor do virus da febre do Nilo Ocidental. Alguns trabalhos recentes como Boccolini
et al. 2016 e Guedes et al. 2017 mostram certa relagdo entre mosquitos deste
género para a transmissdo do virus ZIKV experimentalmente, aumentando o
espectro de vetores. Trabalhos de Liu et al. 2017 e Fernandes et al. 2017 excluem
esta relacéo, sendo assim uma situagao ainda nao totalmente elucidada.

Larvas de mosquitos desse género colonizam facilmente lagoas de
tratamento de efluentes, pela grande quantidade de matéria organica, que suportam
alta densidade populacional de larvas (Zequi et al., 2014).
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1.2 MONITORAMENTO E CONTROLE DE AEDES

1.2.1 Politicas Publicas e Formas de Controle

O controle das doencas esta diretamente relacionado com o controle
da populagédo dos vetores. Sendo o Ae. aegypti o principal vetor de arboviroses no
Brasil, medidas para monitoramento e controle desse vetor foram tomadas pelo
poder publico, com um foco especial nessa espécie.

A partir de 1996 iniciou-se as agdes integradas a partir do aumento
da incidéncia de dengue e ampla distribuicdo do Ae. aegypti. O Ministério da Saude
implementou o Plano de Erradicagdo do Aedes aegypti (PEAa) com atuacdo de
multiplos setores articulados de forma descentralizada (Braga & Valle, 2007; Brasil,
2009). Em 2001, mudou-se o foco do combate generalizado ao vetor e focou-se em
municipios com maior incidéncia das doencas, e em fungdo do aumento dos riscos
de epidemias, casos graves e reintroducao de novos sorotipos foi elaborado o Plano
Nacional de Controle da Dengue (PNCD) (Braga & Valle, 2007; Brasil, 2009; Figueird
et al. 2010; Zara et al. 2016).

O PNCD envolve dez principais componentes: vigilancia
epidemiologica, combate ao vetor, assisténcia aos pacientes, integracdo com
atencao basica, acbes de saneamento ambiental, agdes integradas de educagao em
saude, comunicagdo e mobilizagdo social, capacitagdo de recursos humanos,
legislacdo, sustentagdo politico-social e acompanhamento e avaliagdo do PNCD
(Brasil, 2002; Braga & Valle, 2007; Figueir6 et al. 2010; Zara et al. 2016).

Dessa forma, com a implementagcdo dos planos, as agdes de
combate ao vetor ocorrem pela vigilancia epidemioldgica, a fim de medir a densidade
dos mosquitos nas areas urbanas. A principal ferramenta do poder publico de
monitoramento é o Levantamento Rapido de indices de Infestacdo pelo Aedes
aegypti (LIRAa) onde a avaliacdo e mapeamento dos niveis de infestacao
resultantes a partir de calculos do indice de Infestagdo Predial (IIP), que faz relacdo
expressa em porcentagem entre o numero de imoveis positivos e o numero de
imdveis pesquisados, do indice de Breteau (IB) que faz uma avaliacdo da densidade
larvaria de Ae. aegypti em relagado aos imoveis existentes na area urbana infestadas

e tipo de recipiente em relacdo a positividade de larvas, ao qual ja promove um
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controle mecanico a partir da eliminagdo do criadouro (Brasil, 2001; Brasil, 2005;
Braga & Valle, 2007).

Como controle, os inseticidas sintéticos seguem sendo a principal
fonte de controle das larvas e adultos de mosquitos no Brasil, seja pelas agdes dos
orgaos governamentais quanto da sociedade, pelo seu baixo custo e facil manejo.
Utiliza-se principalmente organofosforados, carbamatos e piretrdides, os quais
podem causar danos a saude humana e ambiental pela alta toxicidade, efeito
residual e pouca especificidade. A dispersao aeroespacial de inseticidas por
exemplo, utilizada para o controle de surtos e epidemias, ndao é seletiva aos
mosquitos alvo (WHO, 1996; Brasil, 2009).

O uso continuo destas substancias aumenta a selecao de insetos
resistentes, processo que inviabiliza a aplicagdo destes componentes o (Alves, 1998;
Forattini, 2002; Arantes et al., 2002). O surgimento de alelos kdr que permitem a
resisténcia a inseticidas sintéticos piretréides em populagdes naturais ja foi
constatada, esse alelo que garante resisténcia a diversos inseticidas sintéticos
comerciais atuando na regulagao dos canais de soddio regulado por voltagem (Brito
et al., 2013; Linss et al., 2014; Cruz, 2017; Lopes, 2019).

No Brasil, por muito tempo as diretrizes de utilizacdo de inseticidas
emanado do governo federal apontou principalmente por inseticidas sintéticos do
grupo dos organofosforados, sendo que o larvicida mais utilizado foi o Temefos até
os anos 2000 pela selegao da resisténcia substituido pelo regulador de crescimento
Methoprene e adulticidas piretroides substituido pelo organofosforado Malathion em
2009, este, aplicado por nebulizagao, popularmente chamado de fumacé, sendo um
recurso extremo indicado somente para casos de alta transmissao em surtos ou
epidemias (Braga & Valle 2007; Monnerat et al. 2012; Santos, 2016).

Devido a selegdo de mosquitos resistentes por Malathion, produto
amplamente utilizado no controle de adultos o governo emitiu a Nota Informativa N°
103/2019-CGARB/DEIDT/SVS/MS com recomendacgdes para manejo da resisténcia
de Ae. aegypti a inseticidas utilizando-se novos produtos quimicos que n&o sao
seletivos. As novas propostas para controle larval prevéem a utilizagao do larvicida
biolégico com acdo de toxina de Saccharopolyspora spinosa nas formulagdes
granulada (G); pastilha (DT) e tablete (XRT); para controle adulto o adulticida
residual com a combinagdo das moléculas Clotianidina e Deltametrina em

formulagédo de pd molhavel e; adulticida espacial a combinagao das moléculas
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Praletrina e Imidacloprida em ultra baixo volume (Brasil, 2019b).

Em decorréncia dos efeitos adversos determinado pelos inseticidas
na saude humana e ambiente associado a n&do seletividade métodos classicos de
controle e novas tecnologias vém sendo desenvolvidas e aprimoradas para suprir a
necessidade de reverter tais situacoes e fazer um controle efetivo.

Novas tecnologias sendo aprimoradas e desenvolvidas com grande
potencial e resultados significativos; porém longe de aplicagdes em campo com alta
efetividade no controle (Ramirez et al. 2009; Reis-Castro & Hendrickx, 2013).
Moléculas sintéticas analogas aos hormdnios de crescimento ou quimicos que
retardam o desenvolvimento dos insetos, agindo como reguladores de crescimento
0s quais apresentam uma alta especificidade e baixa toxicidade contra insetos nao-
alvo (Resende & Gama, 2006; Bouaziz et al. 2017); Mosquitos transgénicos
irradiados a fim modificar os processos reprodutivos a partir da exposicado de
machos a radiagdo gama, tornando-os estéreis, e ao cruzar com mosquitos
selvagens gerando prole inviavel, suscitando um aumento momentaneo seguido
pelo decréscimo populacional (Benedict & Robinson, 2003; Bernate & Meyer, 2017;
Machi, 2019); Populagdes infectadas por bactérias endosimbidticas do género
Wolbachia que garante uma potencial bloqueio da capacidade de transmissao de

patégenos (Dutra et al. 2016; Jiggins, 2017).

1.2.2 O Bacillus thuringiensis subesp. israelensis no Controle Bioldgico

O controle bioldgico de mosquitos por bactérias € um método
tradicional ndo amplamente empregado, no Brasil apesar de ser uma forma seletiva
e eficiente para controle dos mosquitos (Marcoris et al., 2003). Esses
entomopatdgenos acarretam vantagens sobre os inseticidas tradicionais em
consequéncia da elevada especificidade, redu¢cao de contaminagcdo ambiental e ndo
apresentam riscos a saude humana, e sao importantes fontes para controle
especifico de insetos vetores de patégenos (Angelo et al., 2010; Bravo, 2018).

B. thuringiensis Berliner, 1915 é uma bactéria Gram-positiva
formadora de esporos, descoberta no Japao em virtude da morte de larvas de bicho-
da-seda (Bombyx mori Linnaeus, 1758) (Brar et al., 2006). Esse microrganismo
possui propriedades téxicas que durante sua fase de esporulagdo formam inclusées

cristalinas (Cry e Cyt), e durante sua fase vegetativa de crescimento sintetiza as
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toxinas Vip, outro grupo de proteinas de agdo entomopatogénica (Shnepf et al.,
1998; Vilas-Boas et al. 2007; Araujo et al., 2007; Ootani et al., 2011; Bravo, 2018).

Essas proteinas sao liberadas pela lise celular no processo de
liberacdo do esporo que possuem propriedades entomopatogénicas especialmente
para insetos das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e Hymenoptera (Schnepf
et al. 1998; Vilas-Bbas, 2007; Bravo et al. 2007).

O Bacillus thuringiensis subespécie israelensis Glatron & Rapoport,
1977, possui uma significativa especificidade a larvas de dipteros, sobretudo das
familias Culicidae e Simuliidae. Pelo complexo mecanismo de ac¢do, envolvendo
diversas proteinas, diferentemente dos inseticidas sintéticos, o potencial de
desenvolvimento de resisténcia as suas toxinas € reduzido (Lacey, 2007; Boyce et
al., 2013) e até hoje quase nao ha tem registro de resistentes em campo (Bravo et
al. 2011).

As inclusdes proteicas sintetizadas pelo Bti sdo compostas por
proteinas Cry e Cyt, possuem atividade contra mosquitos: Cry4Aa, Cry4Ba,
Cry10Aa, Cry11Aa, Cyt1Aa e Cyt2BA, as quais possuem a capacidade de agir
sinergicamente (Schnepf et al. 1998, Van Frankenhuyzen, 2009).

1.2.3 Mecanismo de Acao

Os mecanismos de agao das proteinas Cry envolvem primariamente
a solubilizagao do cristal no trato do intestino médio a partir do pH alcalino, liberando
os monOmeros proteicos na forma de protoxinas a partir das quebras das ligagdes
de sulfeto. As protoxinas sao ativadas proteoliticamente na mucosa do intestino
médio das larvas dos mosquitos (Schnepf, et al., 1998; Bravo et al., 2007; Torres-
Quintero et al., 2018).

As toxinas ativas ligam-se a receptores especificos na borda apical
do epitélio dos insetos suscetiveis causando inser¢do da toxina na membrana,
criando canais de atividade ibnica ou poros transmembrana que causam a lise
celular, a quebra do equilibrio osmotico, liberagdo dos componentes intracelulares
seguidos da morte do inseto (Schnepf, et al., 1998; Bravo et al., 2007).

As proteinas Cry sdo compostas por trés dominios: o primeiro
corresponde a uma estrutura a-hélice responsavel pela formagao do poro, o segundo

e o terceiro dominio correspondem a estruturas folhas-3, sendo o segundo dominio
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responsavel pela seletividade da proteina, e o terceiro apresenta funcionalidades
acessorias a formacédo dos poros e também quanto a seletividade (Schwartz et al.
1997; Maagd et al. 2001)

As proteinas Cyt também sao solubilizadas e ativadas no aparelho
digestivo do inseto. Essas toxinas sdo compostas de um unico dominio formador de
poros, mas nao se ligam em receptores especificos de membrana. Essas proteinas
possuem uma alta afinidade com os acidos graxos insaturados que compdem o
intestino médio das larvas, aos quais se ligam formando poros, diretamente a partir
da ligagdo com a bicamada lipidica (Bravo et al., 2007; Ben-Dov, 2014).

A acéo de ambas as proteinas Cry e Cyt paralisa o trato digestorio, o
que causa inanigdo, paralisa os musculos e acomete infec¢gdo generalizada levando

os insetos a morte (Bravo et al., 2007; Bravo & Soberdn, 2008).

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficacia de um novo isolado e formulado a base de B.
thuringiensis israelensis (Bti) para o controle biolégico de Aedes e Culex em

condicdes de laboratério e em campo.

1.3.2 Objetivos Especificos

Desenvolvimento de novos formulados a partir de Bti para controle
de Aedes e Culex de acordo com as condicionantes de criadouro;

Obter a concentragéo letal (CL) a 50% de mortalidade (CLso) € a
90% (CLgo) em condi¢des de laboratorio com Aedes;

Calcular a poténcia do novo formulado contendo Bti, em UTI/mg;

Verificar eficacia e atividade residual do novo formulado sobre Aedes
e Culex em condi¢des de campo;

Relacionar os fatores abidticos e persisténcia do Bti em condicdes

de campo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 BIOINSETICIDA

2.1.1 Bactéria

A linhagem do B. thuringiensis subesp. israelensis cepa BR14 foi
isolada no estado do Espirito Santo, Brasil e doada pela Empresa Capixaba de
Pesquisa Agropecuaria - EMCAPA a Universidade Estadual de Londrina — UEL. A
cepa foi sorotipada como pertencente a subespécie israelensis pelo Instituto
Pasteur, na Franga, e € mantida na forma esporulada no banco de linhagens de B.

thuringiensis do Laboratério de Genética e Taxonomia de Bactérias.

2.1.2 Elaboragao do Fermentado

O B. thuringiensis subesp. israelensis (Bti) foi recuperado por
hidratacdo e inoculado em meio sélido Luria-Bertani (LB).

Para manter em meio liquido, foi preparado um pré-inéculo em meio
de cultura conhecido como NYSM (Myers & Yousten, 1980). Em Erlenmeyer com
capacidade de 1 L foram distribuidos 200 mL de meio e inoculado por meio de alga
de transferéncia do Bti recuperado, mantendo-se em estufa para crescimento a 30°C
por 48h. Apds o crescimento as amostras foram aliquotadas em microtubos de 2 mL
e armazenadas a 2° C + 2 para uso futuro como fonte da bactéria.

A partir desta fonte de bactéria armazenada, foi preparado o inéculo
do fermentado. Em dois frascos de rosca com volume de 100 mL contendo 30 mL de
meio de cultura liquido LB, foi inoculado 2% de seu volume (600 uL) do pré-inéculo
fonte previamente preparado. Os frascos foram mantidos em agitagédo a 30°C por 6
horas a 120 rotagdes por minuto.

Apds o crescimento, os inéculos foram adicionados ao biorreator
(Allbiom - AllMic LAB SCRO07 - twin) suprido com 6 litros de meio NYSM e mantido a
30° C £ 2, 300 RPM, pH 7,0 e com fornecimento de ar constante de 1 L/min para
cada litro de meio até completa esporulagao, por cerca de 40 horas.

O fermentado foi centrifugado a 13,700 x g RCF, entre 12 e 15° C,
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por 15 minutos (Sorvall - RC-5C), descartando o sobrenadante. O conteudo sdélido foi

congelado a -20°C, e submetido a liofilizagao (Liotop - L101) por 24h.

2.1.3 Elaborag¢ao do Formulado

2.1.3.1 Comprimido larvicida

Os compridos larvicidas contendo Bti liofilizado em associagdo com
substancias excipientes (Methocel®, Amido, Microcel® e Estearato de Magnésio)
foram confeccionados via compressao direta em maquina adaptada (ERWEKA EKO)
com massa de 50 mg no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, do Departamento
de Farmacia da Universidade Federal do Parana (Figura 1).

Esta formulacdo, chamada BioUEL-C, foi desenvolvida contendo
duas partes; uma de liberagao instantadnea das proteinas e a outra de liberacao lenta
em ambientes de menor quantidade de agua, como caixas d’agua, ambientes estes

com frequente presenca de mosquitos Aedes.

Figura 1 — Formulado em comprimido BioUEL-C a base de Bti cepa
BR14 de massa de 50 mg desenvolvido para recipientes de pequeno porte para o
controle larval de Aedes com capacidade de liberagdo instantanea e parte de
liberagao lenta das proteinas.

CHIRAARA ¢

Fonte: Acervo do Laboratério de Entomologia Geral e Médica - UEL
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2.1.3.2 Granulo dispersivel em agua

Foi produzido também um formulado na forma de granulo dispersivel
com capacidade de permanecer em suspenséo sobre a agua, chamado de BioUEL-
GD (Figura 2). Na preparagao pesou-se o Bti fermentado liofilizado e o excipiente de
interesse, misturando-os em almofariz de porcelana, e foi adicionado agua destilada.

Apos essa etapa, essa massa foi passada em peneira
granulométrica 24 mesh, colocada em estufa a 35° C por 30 minutos. Apds o tempo
de espera, a mistura foi passada em peneira granulométrica de 60 mesh, obtendo

assim, o granulo dispersivel em agua.

Figura 2 — Granulos dispersiveis em agua larvicida formulado a
base de Bti com caracteristica de suspensao na agua. (A) em placas de Petri em

situagdo de laboratorio e (B) em caixas d’agua experimentalmente.

Fonte: O préprio autor/Laboratdrio Tecnologia Farmacéutica, UFPR

2.2 BIOENSAIOS

Os bioensasios foram realizados segundo o protocolo proposto pela
World Health Organization - WHO (2005) para estudos dos impactos de larvicidas
bacteriolégicos, no qual segue-se trés fases: 1) Estudos laboratoriais; 2) Ensaios de
campo em pequena escala e; 3) Ensaios de campo em grande escala.

O uso deste protocolo é importante a fim de haver uma
harmonizagc&do e padronizagdo nos procedimentos de testes em todo mundo e ser
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mais objetivo quanto a regulamentacéo e registro de forma uniforme e segura.

2.2.1 Criagao de Larvas

O suprimento de larvas de Aedes para os bioensaios, foram obtidos
a partir de ovos coletados em campo com a utilizacdo de armadilhas de oviposigao,
conhecidas como ovitrampas. Essas foram dispostas por diversos centros de
estudos distribuidos no campus da Universidade Estadual de Londrina em um
periodo continuo a partir de agosto de 2018 até o fim dos experimentos.

A armadilha de oviposic¢ao utilizada foi a proposta por Fay & Eliason
1966, a qual é composta por um vaso plastico preto com 500 mL de capacidade,
com 300 mL de mistura atrativa para as fémeas de Aedes e palhetas de madeira
duratree de 15x3x0,5 cm com uma face aspera para a oviposi¢ao (Figura 2). O fluido
atrativo € composto por 300 mL de uma solugédo de levedo de cerveja a 0,4 g/L de
agua (Depoli et al. 2016; Silva et al. 2017).

A cada quatro dias as ovitrampas foram retiradas e substituidas a

fim dos ovos ndo eclodirem.

Figura 3 — Armadilha ovitrampa para a captura de ovos de Aedes em
campo dispostas no campus da Universidade Estadual de Londrina durante todo o
periodo de experimentagao.

>
,?
?

Fonte: Acervo do Lab. de Entomologia Geral e Médica - UEL

Em bandejas plasticas com agua destilada obtida por osmose
reversa, as palhetas com ovos foram submersas para sua eclosdo. Foram mantidas
em incubadora BOD a 25° C + 2° C, umidade de 80 + 5% controlados a partir de um

termo-higrémetro digital (Center 342), e fotoperiodo de 14 horas de luz para 10
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horas escuro (Silva et al., 1998; Zequi et al., 2011). Estas larvas, quando em 3°

instar ou 4° instar inicial foram separadas para a realizacdo de bioensaios.

2.2.2 Formulados Modelos

Neste trabalho para parametros comparativos com o0s novos
formulados foram utilizados dois produtos comerciais a base de B. thuringiensis
subesp. israelensis como modelo, sendo um deles de origem importada e outro
nacional.

VectoBac® WG € um larvicida bioldgico na formulagdo de grénulos
dispersiveis em agua produzido pela empresa estadunidense Valent BioSciences
Corp. O produto é recomendado para o controle principalmente de mosquitos do
género Aedes e Culex, sobretudo Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus. Considerado
eficaz e estavel no armazenamento, esta formulacdo é produzida a base de Bti da
cepa AM 65-52 toxicidade conhecida de 3.000 UTI/mg. Recomenda-se a aplicagéo
de 0,2 a 0,4 g/100 L de agua. Para os experimentos foram utilizados os lotes: 267-
853-PG e 291-325-PG30.

DengueTech® DT é um larvicida biolégico formulado pela Fundagao
Oswaldo Cruz (FioCruz) em forma de comprimidos. O produto € recomendado para
o controle principalmente de mosquitos do género Aedes, sobretudo Ae. aegypti. A
formulacao possui toxicidade conhecida de 2.000 UTI/mg, e recomenda-se utilizagao
de um comprimido para até 50 L, propondo uma eficacia de até 60 dias. O lote

utilizado nos experimentos foi 0 0101.

2.2.3 Bioensaios Laboratoriais

Os bioensaios em pequena escala, em fase laboratorial, tiveram o
objetivo de calcular a toxicidade em UTI/mg de um novo produto e as concentragdes
letais a 50% (CLso) de mortalidade e a 90% (CLgo) de mortalidade em relagdo a um
produto comercial padrao. Os ensaios ocorreram entre 20/03/2017 a 31/03/2017 no
Laboratério de Entomologia Geral e Médica da Universidade Estadual de Londrina.

Em copos plasticos com capacidade de 300 mL com 150 mL de
agua destilada foram acondicionadas 25 larvas de Aedes em terceiro instar, ou

quarto instar inicial. O produto Vectobac® WG foi utilizado como referéncia.
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Foram testados para as formulagdes BioUEL-C o produto padrao
Vectobac® WG (267-853-PG) nas concentragbes para cada copo de: 0,04mg/L,
0,03mg/L, 0,02mg/L, 0,01mg/L, 0,008mg/L e 0,005mg/L, e controle contendo
somente agua e larvas para cada tratamento (Zequi et al. 2017).

Foram realizadas cinco repeticdes em dias distintos em condi¢cdes
controladas, a 25° C + 2° C, umidade de 80 + 5% e fotoperiodo 14 horas/luz (Figura
4).

A mortalidade foi verificada apdés 24 e 48 horas. As larvas eram
consideradas mortas quando nao respondiam ao estimulo de agitacédo da agua ou

nao emergiam a superficie.

Figura 4 — Bioensaio laboratorial para determinagdo da toxicidade
(UT1/mg) do formulado BioUEL-C com larvas de 3° instar de Aedes, cinco repetigdes
em dias distintos mantidos em BOD com condi¢cdes controladas de 25° C + 2° C,
umidade de 80 + 5% e fotoperiodo 14 horas/luz.

= - ———

Fonte: O préprio autor.

2.2.4 Bioensaio em Condi¢des de Campo

Os bioensaios em condicbes de campo, foram realizados no
campus da Universidade Estadual de Londrina — UEL, em uma area recoberta por
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vegetagcdo, com presenca de arvores de médio a grande porte chegando a cerca de
15 metros de altura e com sombreamento parcial durante o dia.

Na primeira etapa, para mosquitos do género Aedes os testes com a
formulacdo BioUEL-C ocorreram no periodo de 11/04/2018 a 25/05/2018.

Em campo, foram instalados baldes plasticos brancos com 10 litros
de agua da rede de abastecimento. Em cada recipiente foram adicionadas 20 larvas
de terceiro instar, ou quarto instar inicial oriundas a partir da coleta de ovos do
campo por armadilhas e oviposicdo. Foram testados quatro tratamentos com cinco
réplicas cada: BioUEL-C, VectoBac® WG (267-853-PG), DengueTech® DT (0101) e
controle. As réplicas dos diferentes tratamentos foram distribuidas aleatoriamente na
area (Figura 5).

A concentragcdo aplicada se deu unicamente no primeiro dia do
experimento seguindo recomendacéo do fabricante, sendo: um comprimido de 50
mg do formulado BioUEL-C, 0,003 g/L do VectoBac® WG, um comprimido do
DengueTech® DT. Nos controles ndo houve quaisquer aplicagdes além da presenca
das larvas.

Foi analisada a mortalidade apés 24, 48 e 72 horas. Semanalmente
um novo lote de larvas foi inserido a fim de visualizar a persisténcia da atividade
biolégica dos produtos testados.

Em um segundo momento, seguindo a mesma metodologia foi
testada a atividade téxica e persisténcia da formulagdo BioUEL-GD no periodo de
15/10/2019 a 06/12/2019 na mesma area. Os cinco testes foram realizados com
BioUEL-GD com concentragao de 0,002 g/L em relagdo a 0,003 g/L do VectoBac®
WG (291-325-PG30) e controle.

As larvas eram consideradas mortas quando nao respondiam ao

estimulo de agitagao da agua ou ndo emergiam a superficie.
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Figura 5 — Segunda etapa de bioensaio em campo para larvas de
Aedes com os tratamentos: Controle, Vectobac® WG, e BioUEL-GD com cinco
repeticdes por tratamento realizado entre 15/10/2019 a 06/12/2019 na Universidade
Estadual de Londrina.

2

oﬁ?e: 0 préprio ator.
Os ensaios em campo para larvas de mosquitos Culex ocorreram no
periodo de 18/03/2019 a 23/05/2019.

Foram dispostas nove caixas d’agua abastecidas com 500 L de agua
da rede de abastecimento. Trés réplicas para o controle, trés com 0,003 g/L do
Vectobac® WG (291-325-PG30) e trés com 0,002 g/L para o formulado BioUEL-
GDaplicados no primeiro dia de experimento (Figura 6A).

As larvas de Culex foram coletadas com rede para insetos aquaticos
malha de 1,5 mm em estagao de tratamento de esgoto (ETE) e lagoa de tratamento
de efluentes (LTE) da regido de Londrina. O lote de larvas coletadas com numero
indeterminado foi distribuido entre as caixas de forma equitativa. Colocadas em um
balde com 10 L de agua e distribuido um volume igual entre as caixas. Um novo lote
de larvas foi adicionado semanalmente as caixas.

A mortalidade foi analisada em relagéo a diminuicdo populacional de
larvas nas caixas d’agua em relagdo a populacdo inicial da referida semana,
coletada as Oh e expressada em porcentagem, sendo o aumento da amostragem
populacional expressada negativamente. Apos 24, 48 e 72 horas os resultados
obtidos foram comparados em relagao a inicial, representando assim a diminuicao

populacional.
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As larvas foram coletadas com o auxilio de rede para insetos
aquaticos de malha 1,5 mm (Figura 6B), armazenadas em alcool 70% e
contabilizadas. As pupas coletadas foram da relacdo do calculo da diminuigao
populacional.

Em todos os experimentos foram monitorados diariamente o pH,
condutividade, solidos totais dissolvidos (TDS), salinidade e temperatura da agua
com o auxilio de multiparametro (Hanna — HI9828). Foram feitas também medidas
de temperatura atmosférica e umidade relativa do ar com o auxilio de termo-
higrémetro digital e luminosidade com luximetro digital (Minipa — MLM-1010) em trés
horarios (08:00, 12:00 e 18:00) em trés pontos aleatorios dentro da area do

experimento em todos os dias de coleta.

Figura 6 — Experimento em campo com larvas de Culex realizado no
periodo de periodo de 18/03/2019 a 23/05/2019. (A) parte das caixas d’agua do
experimento dispostas em uma area do campus da Universidade Estadual de
Londrina; (B) coleta das larvas para analise da mortalidade com o auxilio de rede.

< i s ﬁ‘i : w)‘

Fonte: O prprio autor.

2.2.4.1 Analises microbiologicas

No ensaio para larvas de mosquitos do género Culex foi feita analise
microbioldgica para aferir a permanéncia do Bti nos recipientes aplicados. Ao final de
cada semana, com o auxilio de seringa esterilizada foi coletado 20 mL de agua da
superficie e 20 mL do fundo de cada caixa d’agua. Cada amostra foi misturada com
20 mL de glicerol a 50% e armazenada em freezer -20 °C.

Um total de 20 mL de cada amostra da solucao foi centrifugada,
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descartando o sobrenadante, e o corpo de fundo ressuspendido em 300 uL de salina
0,8%.

Cada 100 uL da solugao foi semeado em placa de Petri com meio
LB com 100 pg/mL de ampicilina em triplicata. As placas foram incubadas em estufa
a 30° C por 48 horas e unidades formadoras de colbnias (UFC) de Bti foram

contabilizadas (Zequi et al. 2015).

2.2.5 Campo

Uma lagoa de tratamento de efluentes de uma empresa de 6leo de
soja bruto da regido de Londrina colonizada por Culex sp. foi selecionada para os
testes. A lagoa possui uma area de 665 m? e recebe rejeitos da produgéo e das vias
terrestres da empresa (Figura 7A).

A aplicacdo de 50 g da formulagdo BioUEL-GD se deu com
dispositivo desenvolvido a partir de um tubo Falcon de 50 mL perfurado, preso em
um cabo e pulverizado em toda a margem da lagoa de forma equitativa, em até um
metro da borda, area onde as larvas de Culex usualmente colonizam e se alimentam
(Figura 7B).

Foram definidos seis pontos de amostragem distribuidos em toda a
volta da lagoa. Os parametros abidticos foram medidos em todos os dias de
amostragem, e um termo-higrémetro foi mantido ao lado da lagoa para a medidas da
temperatura atmosférica e umidade relativa. Multiparametros (Hanna — HI9828) foi
utilizado para verificar o pH, condutividade, sélidos totais dissolvidos, salinidade e
temperatura da agua nos pontos 1, 3 e 5 (Figura 7C).

A avaliacdo da flutuagdo populacional foi realizada ao inicio do
experimento em zero horas, em 1 dia, 2, 3, 5, 7 e 15 dias. As larvas foram coletadas
com o auxilio de uma rede para insetos aquaticos de malha 1,5 mm, com um arrasto
por ponto, de um metro adentro da lagoa até a borda pela superficie (Figura 7D). As
larvas coletadas foram acondicionadas em frascos com alcool 90% identificados e
armazenados a temperatura ambiente no Laboratério de Entomologia Médica
segundo Zequi & Lopes, 2007.

Para testagem em campo foram realizadas duas repeticdes que
ocorreu no periodo de 29/10/2019 a 13/11/2019 e 13/11/2019 a 27/11/2019.
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Figura 7 — Experimento em campo para larvas de Culex em lagoa de
tratamento de efluentes de empresa de 6leo de soja em Cambé-PR no periodo de
19/10/2019 & 27/10/2019. (A) Area da lagoa de tratamento de efluentes como area
de teste. (B) Dispositivo e aplicagdo do formulado BioUEL-GD. (C) Avaliagcdo de
parametros abidticos da agua com auxilio de multiparametros. (D) Coleta de larvas
com auxilio de rede.

Fonte: O préprio autor.

2.3 ANALISES ESTATISTICAS

As analises para determinacdo das concentragdes letais e da
toxicidade em UTI/mg seguem o protocolo de WHO (2005), ao qual foi seguido
utilizado analise Probit das concentragdes-respostas, determinando as
concentragdes letais a 50% (CLso) € @ 90% (CLgo) e intervalos de confianga. Para a

determinagao da toxicidade em UTI/mg utilizou-se a férmula:

[UTI/mg do padriao X CLgy(mg/L do padrio)]
CLso (mg/L do produto testado)

UTI/mg:

Para os ensaios em situagao simulada de campo e campo os dados

das réplicas foram agrupados por média.
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Teste t de Student a nivel significativo de 5% foi utilizado entre dois
tratamentos e quando trés ou mais, Kruskal-Wallis a nivel 5% de significancia. As
meédias das variaveis abidticas dos tratamentos foram comparadas pelo teste t de
Student a 5% de significancia ou Kruskal-Wallis a nivel 5% de significancia quando
existiam mais que duas.

O software utilizado foi o IBM SPSS Statistics v. 25.0 (IBM Corp,
2019) e Rv.3.6.2 (R Core Team, 2019).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 BIOENSAIO LBORATORIAL

A avaliagdo da mortalidade de larvas de Aedes ocorreu 48 horas
apo6s a aplicagao do espectro de concentragdes testadas do BioUEL-C em relagao
ao produto padrao VectoBac® WG.

O produto padrdo possui uma toxicidade conhecida de 3.000
UTI/mg. A partir da aplicagdo de Probit com os dados de mortalidade coletados no
bioensaio foi determinado a CLso e CLgo €, seguindo o calculo proposto no protocolo
de WHO (2005) foi determinado que a formulagao na versao comprimido, BioUEL-C,
obteve toxicidade determinada de 2.700 UTI/mg (Tabela 1).

Tabela 1 — Concentragdes Letais a 50% e 90% formulados a base Bti (mg/L) e seus
valores minimos e maximos sobre Aedes de BIioUEL-C, e determinacdo da
toxicidade (UTl/mg) comparados com Vectobac® WG de cinco réplicas em
condicdes de laboratdrio realizados entre 20/03/2017 a 31/03/2017.

Concentracao Letal Vectobac® WG BioUEL-C

0,018 mg/L a 0,02 mg/L a
(0,015-10,021)  (0,017-0,024)
Cloo 0,036 mg/L a 0,041 mg/L a
(0,03 —0,050) (0,033 —0,055)
UTIl/mg 3.000 2.700
*As médias seguidas das mesmas letras (agrupamentos) ndo possuem diferenca estatistica de

CLso

acordo com teste de Kruskal-Wallis

Entre as concentragdes letais entre BioUEL-C e VectoBac® WG,
aplicando o teste de Kruskal-Wallis a nivel de 5% de significancia entre os
tratamentos, a comparacdo das médias nao houve diferenga significativa, o que

significa toxicidade equivvalente entre o formulado testado e o padréao.
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3.2 BIOENSAIOS EM CONDICOES DE CAMPO

3.2.1 Aedes

Na primeira etapa, o experimento durou sete semanas, no sentido
de avaliar a permanéncia e eficiéncia do formulado BioUEL-C em relagdo ao
Denguetch® DT e Vectobac® WG para larvas de Aedes, além do tratamento
controle. A média da mortalidade das sete semanas pode ser observada na Tabela
2.

Aplicando-se o teste de Kruskal-Wallis entre os quatro tratamentos,
nao houve diferenca estatistica entre as médias dos tratamentos com formulacdes
comerciais a base de Bti (p = 0,34972), mantendo-se no agrupamento, diferente
apenas em relagao ao tratamento controle (p = 0.01166), onde ndo houve aplicagéo
do larvicida.

Em situacdo de campo, ndo o suficiente para uma diferenca
significativa (p = 0,20842). No tratamento controle foi observada reduzida
mortalidade (4,3%), o que evidencia a ndo contaminacao por Bti, diferenciando-se

estatisticamente dos tratamentos com formulados a base de Bti (p = 0,00034).

Tabela 2 — Médias porcentuais de mortalidade e valores minimos € maximos entre
tratamentos controle e produtos Denguetech® DT, VectoBac® WG e BioUEL-C para
larvas de Aedes no periodo de sete semanas entre 11/04/2018 a 25/05/2018.

Controle Denguetech® VectoBac® WG BioUEL-C

Taxa de mortalidade 4,3b 86,9 a 91,5a 82,6 a
media (%) (1,4-12) (57,3 — 100) (53,7 -100) (37,7 — 97,6)

*As médias seguidas das mesmas letras (agrupamentos) ndo possuem diferenca estatistica de
acordo com Kruskal-Wallis

Com o novo formulado proposto observa-se uma mortalidade
uniforme em relagdo a formulados comerciais testados e bem estabelecidos no
mercado, sendo que até a semana cinco do experimento as mortalidades foram
equivalentes, iniciando uma queda de eficacia a partir da sexta semana de

experimento (Figura 8).
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Figura 8 — Média porcentual da mortalidade das repeticbes dos
tratamentos em relacdo as semanas decorrentes nos tratamentos: controle,
Denguetech® DT, Vectobac® WG e BioUEL-C larvas de Aedes em situagédo de

campo realizado no periodo de sete semanas entre 11/04/2018 a 25/05/2018.
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O formulado BioUEL-C se mostra eficiente no controle de Aedes
com um intervalo na taxa de mortalidade de 37,7% - 97,4% durante o periodo de
exposi¢cao, sendo que a mortalidade foi superior a 90% durante as cinco primeiras
semanas do experimento.

Os ensaios durante as sete semanas de persisténcia dos produtos
ocorreram com temperatura ambiente média de 23,94°C, onde foram registradas
variagao entre minima de 9,7 ° C e maxima de 37,8° C no periodo; umidade relativa
de 51,52% e luminosidade médio de 11800 Iumens. Quanto as condi¢cbes da agua
ao longo do experimento o pH médio foi de 7,70, temperatura média da agua de
20,13° C, a condutividade média foi de 82,3 uS cm-', o TDS foi de 41,3 mg/L nos
tratamentos com formulados (Tabela 3).

Tabela 3 — Média dos parémetros abidticos da agua dos recipientes e valores
minimos € maximos utilizados para exposicao das larvas de Aedes aos produtos
Denguetech®, Vectobac® WG e BioUEL-C mantidos sob condicbes de campo
durante o periodo de sete semanas 11/04/2018 a 25/05/2018.

Denguetech®

Controle DT Vectobac® WG BioUEL comp.

H 764a 7,74 a 7,74 a 7,62 a
P (7,25 - 7,81) (7,41 - 8,11) (7,37 - 8,11) (7,31 - 7,92)
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Temperatura 20,46 a 20,18 a 20,16 a 20,19 a
da agua (°C) (15,36 — 25,29) (14,72 — 25,69) (14,69 — 25,51) (14,03 — 24,96)
Condutividade 87 a 85a 84 a 83 a
(uS cm™) (70-109) (48 —103) (70— 100) (69 —98)

53 a 42 a 42 a 43 a
TDS (mg/L) (35 — 55) (35— 51) (35 — 50) (35 — 64)
s
(OC) (9a7 - 37,8)
Umidade 51,52
relativa (%) (15-90)

11800

Lux (lumens)

(615 —94000)

*As médias seguidas das mesmas letras (agrupamentos) ndo possuem diferenga estatistica de
acordo com Kruskal-Wallis

Partindo do teste de Kurskal-Wallis, ndo ha diferengcas entre
abidticos entre o controle e demais tratamentos, portanto, os formulados a base de
Bti ndo alteram as propriedades abidticas da agua quando aplicado (pH (p =
0.69964), temperatura da agua (p = 0,5866), condutividade (p = 0,80721) e sdlidos
totais dissolvidos (p = 0, 91086).

A segunda etapa, foi a avaliagdo da formulagdo BioUEL-GD sobre
larvas de e Aedes, a visualizar a influéncia sua propriedade de flutuacao e liberagao
lenta sobre larvas desse género. O experimento aconteceu em comparagao apenas
com o produto padrao Vectobac® WG devido a semelhanca de formulagdo em
relagdo ao BioUEL-GD.

No controle, ndo houve uma mortalidade acima de 10%, sendo nos
outros tratamentos, BioUEL-GD e VectoBac® WG, mantendo-se acima de 90% até a
quinta semana, assim como na etapa anterior com a formulagdo em comprimido. A
partir da sexta semana foi observado decréscimo na eficacia em ambas as

formulacdes testadas (Figura 9).
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Figura 9 — Média porcentual da mortalidade das réplicas dos
tratamentos e controle no periodo em relagdo as semanas decorrentes (S) nos
tratamentos: controle, Vectobac® WG e BioUEL-GD larvas de Aedes em situacao de

campo simulado no periodo de oito semanas entre 15/10/2019 a 06/12/2019.
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Essa segunda etapa com a formulagdo BioUEL-GD ocorreu com
temperatura ambiente média de 26,46° C a qual houve uma relevante variagao entre
16,4 — 40,8° C durante o periodo das oito semanas analisadas; umidade relativa de
51,52% e lux médio de 10260 lumens. Os parametros abidticos da agua nao
mostram diferenca significativa entre os tratamentos e o controle a partir de Kruskal-
Wallis tanto para pH (p = 0,93994), temperatura da agua (p = 0,97578),
condutividade (0,12171) e sodlidos totais dissolvidos (p = 0,14482), evidenciando

novamente a nao alteragdo dos parametros a partir da composi¢cdo dos formulados
(Tabela 4).

Tabela 4 — Médias dos parametros abidticos e valores minimos e maximos entre
tratamentos controle e produtos Denguetech®, Vectobac® WG e BioUEL-GD em

situacdo de campo com larvas de Aedes no periodo de oito semanas entre
15/10/2019 a 06/12/2019.

Controle Vectobac® WG BioUEL-GD
H 8,34 a 8,46 a 8,43 a
P (6,91 — 11,76) (7,34 — 11,61) (7,26 — 11,78)

Temperatura da agua (°C) 25,10 a 25,09 a 24,49 a
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(18,01 —29,35) (17,96 — 29,57) (17,93 — 29,29)

. A 68,42 a 68,44 a 67,7 a
Condutividade (S cm™) (58 - 80) (58 — 78) (56 — 89)
33,98 a 34,07 a 33,79 a
TDS (mg/L) (31— 40) (29— 39) (29 - 45)
Temperatura atmosférica 26,46
(°C) (16,4 — 40,8)
. P 52,5
Umidade relativa (%) (15 — 95)
10260

Lux (lmen) (328 — 86000)

*As médias seguidas das mesmas letras (agrupamentos) ndo possuem diferenga estatistica de

acordo com Kruskal-Wallis

Melo-Santos et al. 2001 realizaram testes com uma nova formulagao
em comprimido a base de Bti desenvolvida por Far-Manguinhos-Fiocruz, chamada
C4P1, em condicdo de campo com larvas de Aedes em situacdo similar. O
formulado experimental testado teve uma eficacia inicial entre 93 a 100% com
persisténcia de mais de 7 semanas em ambientes sombreados com mortalidade
atingindo de 90% das larvas.

As duas formulagdes, BioUEL-C e BioUEL-GD, mostraram eficacias
similares em relagdo a persisténcia e mortalidade, Becker (2000) argumenta a
consideravel eficacia de formulacbes em comprimidos ou pastilhas em relagao a
outras formulagbes para o controle de Ae. aegypti, sobretudo, corroborado por
Ritchie et al. 2010.

Ritchie et al. 2010 realizaram bioensaios com megadoses do
formulado Vectobac® WG para Ae. aegypti em condigbes de campo afim de avaliar
se uma dosagem maior € realmente significativa para o controle larval. Os testes
mostraram que a aplicagao de 10, 20 e 50 vezes mais que o recomendado manteve
a eficacia de mais de 90% por 8, 8 e 23 semanas respectivamente. Os experimentos
realizados em condicdo de campo com BioUEL-C e Vectobac® WG, aplicando a
concentragdo recomendada manteve-se acima de 90% até cinco semanas, onde
uma megadose do produto pode nao ser monetariamente viavel em relagdo aos

resultados.

3.2.2 Culex

Os ensaios em condi¢cdes de campo com larvas de Culex tiveram a
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duracao total de dez semanas. O experimento ocorreu com temperatura ambiente
média de 23,78° C (minimo 12,3 — maximo 35,6) umidade relativa média de 61% (17
— 95) e luminosidade 4190,37 lumens (102 — 93900).

Quanto as condigbes da agua ao longo do experimento no
tratamento controle o pH médio foi de 8,42, temperatura da agua de 23,07° C, a
condutividade foi de 101,14 uS cm™, o TDS foi de 52,30 mg/L. Aplicando Kruskal-
Wallis para comparagao das médias entre controle e tratamentos Vectobac® WG e
BioUEL-GD n&o houve diferenga significativa entre os parametros abio6ticos dentre
os tratamentos onde para pH p = 0,95569; temperatura da agua p = 0,98982;
condutividade p = 0,99854 e; TDS p = 0,71548 (Tabela 4).

Tabela 5 — Médias dos parametros abidticos e valores minimos e maximos entre
tratamentos controle e produtos, Vectobac® WG e BioUEL-GD em situagcdo de
campo com larvas de Culex no periodo de dez semanas entre 18/03/2019 a
23/05/2019.

Controle Vectobac® WG BioUEL po
H 8,42 a 8,31a 8,18 a
P (6,64 - 10,15) (6,93 -9,77) (4,65 -9,71)
22,83 a
. 23,07 a 22,78 a ‘
Temperatura da agua (°C) o - (13,34 -
(19,66 - 27,21) (19,26 - 26,3) 26.52)
- A 101,14 a 85,95 a 87,71 a
Condutividade (S cm™) (45— 134) (41 = 124) (57 - 126)
52,30 a 44 65 a 4581 a
TDS (mg/L) (24— 68) (22— 63) (30 — 66)
Temperatura atmosférica 23,78
(°C) (12,3 - 35,6)
Umidade relativa (%) (1671;035)
4190,37

Lux (lamen) (102 — 93900)

*As médias seguidas das mesmas letras (agrupamentos) ndo possuem diferenca estatistica de

acordo com Kruskal-Wallis.

As médias de mortalidade das dez semanas foram: Controle
38,56% (-60,8 — 78,96); Vectobac® WG = 80,72% (26,86 - 100); BioUEL-GD
84,65% (48,56 — 100). No teste t de Student n&o ocorreu diferenga significativa entre

as médias de mortalidade entre os formulados a base de Bti (p = 0,2741).
O experimento, em ambos os produtos testados se mantem de
forma equivalente. Até a sexta semana, os indices de mortalidade estavam acima de

90%, a partir da sétima semana ambos os produtos BioUEL-GD e VectoBac® WG
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apresentam reducao da eficiéncia (Figura 10).

Figura 10 — Média percentual da taxa de diminuigdo populacional
semanal das larvas de Culex expostas trés tratamentos: controle Vectobac® WG e
BioUEL-GD, e temperatura média semanal sob condicbes de campo no periodo de
dez semanas entre 18/03/2019 a 23/05/2019.
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O experimento ocorreu em situagao sombreada, onde recebia sol
direto em alguns pontos por poucos minutos ao dia, influéncia que pode ter sido
primordial para a uma efetividade significativa por sete semanas, nos experimentos
anteriores com Aedes. Diversos autores apontam a associagao da radiagao solar
com a desnaturagdo das proteinas, a fotolabilidade (Lacey, 2007; Boukedi et al.
2016), ao qual pode ser um fator relevante para a perda da efetividade dos
formulados, de acordo com os experimentos de Melo-Santos et al. 2001.

Experimentos em relagdo a luz solar direta e sombreado de Melo-
Santos et al. 2001 indica reducéo relevante da atividade da formulagéo experimental
C4P1 de 40-54 dias em situagao sombreada para 13-35 dias em condigbes de luz
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solar.

A grande variagdo populacional, tanto a diminuicdo quanto o
aumento chamam atencdo, sobretudo no controle no qual ocorreu variagao
populacional em média porcentual de 38,56%, e intervalo minimo de -60,8% que
corresponde ao aumento populacional em relagdo ao inicio da semana e, quanto
maximo de 78,96% de diminuigdo populacional ao final de 72h. Para avaliar a
normalidade desses dados se fez uma analise da média de todas as semanas em
numero de larvas e seus intervalos de confianga (Figura 11).

Observa-se entdo que ao inicio da semana, com lotes variados e de
numeros aleatorio de larvas, todos os tratamentos, Controle, Vectobac® WG e
BioUEL-GD se encontram todos compartilhando o intervalo de confianga, no qual em
24h, é visivel uma leve tendéncia a distincdo do controle em relagdo aos tratamentos
dos formulados. Em 48h ha distingao total dos intervalos de confianga, que ilustra a
normalidade das variagbes populacionais e acdo dos produtos nos tratamentos
aplicados.

Essa variacao na flutuacao populacional no controle pode ter relacao
direta com a temperatura. O experimento teve uma variagao significativa de 12,3° C
a 35,6° C, o que influencia no desenvolvimento e comportamento das larvas (Milby &
Meyer, 1986; Kilpatrick et al. 2008). A Figura 10 ilustra essa relagdo, onde maiores
temperaturas como a semana 2 (24,8 1°C) e semana 3, (25,1° C) apresentam uma
maior diminuigdo populacional, assim como na semana 8 a qual houve o aumento
de 60,28% em relacao ao inicio da semana com a temperatura em 24,9° C.

Situacao diferente quanto as menores temperaturas, a qual com a
pequena baixa de 23° C na semana 1, 23,7° C na semana 4, tanto quanto nas
semanas 9 e 10 com 20,3 e 22,1° C respectivamente demonstrando maior
diminuicdo populacional nesses momentos (62,6%, 48,2%, 45,7% e 66,2%
respectivamente).

Outro ponto que chama atengao nessa relagdao de temperatura para
com a flutuacao populacional de larvas foi a semana 5, onde houve a maior
diminuicao populacional de larvas, 78,96%, e a maior temperatura média, 25,8° C.
Nesta mesma semana foi onde houve a maior temperatura absoluta registrada do

experimento, com intervalo de 20,9 — 25,1° C ao decorrer da semana.
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Figura 11 — Média da flutuagdo populacional a cada 24 horas das
dez semanas decorrentes do experimento quanto ao numero de larvas coletadas
dos tratamentos Controle, BioUEL-GD e Vectobac® WG com seus intervalos de

confianca quanto a normalidade da variacdo populacional do periodo entre
18/03/2019 a 23/05/2019.
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3.2.2.1 Analise microbioldgica

A presencga do Bti foi monitorada durante todo o experimento em
todos os recipientes semanalmente para analisar a dindmica das colbnias em
condigdes de campo para Culex. Em 540 placas de Petri inoculadas com amostras
semanais da superficie e do fundo das caixas d’agua foram analisadas e
contabilizadas as unidades formadoras de colénias (UFC) ao decorrer das semanas
nos recipientes em situagcado simulada de campo.

Os resultados correspondem a 10 mL da agua coletada para cada
amostra, sendo assim 0,002% do volume total de 500 L dos recipientes. Quantidade
de UFCs acima de 1000 nao foram contabilizadas e utilizam a notagao 1000+.

O Vectobac® WG possui uma formulagdo granulosa e que se

dispersa na agua quando aplicado, o que gera, possivelmente uma concentragao
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maior no fundo do recipiente. Sendo o BioUEL-GD um formulado desenvolvido para
manter-se em suspensao, se espera exatamente ao contrario do Vectobac® WG,
que sua concentracdo maior de bactéria esteja na superficie e distribuicdo lenta ao
decorrer do tempo para mais ao fundo do recipiente.

Os resultados apontaram para situagéo distinta da esperada (Tabela
6). O Vectobac® WG nas primeiras semanas se mostrou bem disperso nas camadas
testadas, sendo na primeira semana chegando a 1000+ UFCs tanto na superficie
quanto no fundo, enquanto na segunda semana ja comega a mostrar tendéncia das
células a descerem para o fundo do recipiente, diminuindo para uma média de 562
UFCs na superficie e no fundo se mantendo na situacdo anterior. Essa situacao
continua progressivamente durante o periodo de observagdo, permanecendo
elevada concentracdo de células no fundo ao decorrer das semanas, exceto na
décima semana a qual apresentou uma concentragdo de células significativas de
283,11, ao que nao se mostrou nas duas semanas que se antecedeu, que nao
houve detecgao na superficie (Figuras 8 e 9).

Para BioUEL-GD a situacao foi similar, esperava-se uma prevaléncia
maior das células na superficie, por sua caracteristica flutuante, mas ja na primeira
semana de experimentacdo no fundo houve uma média de 741,5 UFCs em relacéo
a superficie de 554,67, mas sobretudo a partir da terceira semana. Ao decorrer de
todas as semanas este padrdo se manteve de maior concentragdo ao fundo, mas
mantendo um numero significativo em relagdo ao Vectobac® WG na superficie
(Figuras 12 e 13).

Tabela 6 — Médias das amostras das réplicas do numero de
unidades formadoras de colénia (UFCs) de Bti em experimento em situagcéo de
campo para larvas de Culex em caixas d’agua na superficie (Sup.) e fundo (Fun.)
dos tratamentos controle e formulados Vectobac® WG e BioUEL-GD ao decorrer
das dez semanas (Sem.) no periodo de 18/03/2019 a 23/05/2019.

Controle Vectobac® WG BioUEL-GD
Sem. Sup. Fun. Sup. Fun. Sup. Fun.
1 0 0 1000+ 1000+ 554,67 7415
2 0 0 562 1000+ 317,11 761,78
3 0 0 0,67 4 12,44 356,11
4 0 0 5,67 8,44 4,44 717,67
5 0 0 2,11 7,33 385,78 1000+
6 0 0 1,56 8,33 42,22 491,56
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7 0 0 1,89 9,22 476 499,67
8 0 0 0 0 34,56 1000+
9 0 0 0 6,33 131,22 465

10 0 0 283,11 1,77 57,44 560,11

Figura 12 — Unidades formadoras de colénias de Bti em meio LB com
100uL/mL de ampicilina inoculadas com amostras da agua dos recipientes do
experimento em condi¢gdes de campo para larvas de Culex coletadas na superficie e
fundo ao fim da primeira semana de atividade dos formulados BioUEL-GD e
VectoBac® WG. Amostras da superficie do (A) Controle, (B) BioUEL-GD e (C)
Vectobac® WG. Amostras do fundo do recipiente (D) Controle, (E) BioUEL-GD e (F)
Vectobac® WG.
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Figura 13 — Meio LB com 100 yL/mL de ampicilina inoculadas com
amostras da agua dos recipientes do experimento em condigdes de campo para
larvas de Culex coletadas na superficie e fundo ao fim da décima semana de
atividade dos formulados BioUEL-GD e VectoBac® WG. Amostras da superficie do
(A) Controle, (B) BioUEL-GD e (C) Vectobac® WG. Amostras do fundo do recipiente
(D) Controle, (E) BioUEL-GD e (F) Vectobac® WG.

3.3 CAMPO

O experimento em campo ocorreu em local aberto e suscetivel a
intempéries naturais e de rejeitos da empresa na qual se localizava. A populagao
inicial da lagoa, somando-se os seis pontos amostrais, foi de 3182 larvas a partir da
metodologia adotada. Apds a aplicagao do BioUEL-GD em toda a borda da lagoa,
onde houve uma diminuicdo populacional de 33,7% nas primeiras 24 horas. No
segundo dia houve a diminui¢gao populacional de 79,07% e no terceiro dia o apice de
94,97% (Figura 14). Nas analises a partir do quinto dia com 47,74%, com a
populagao larval inicia o processo de reestabelecimento e colonizacéo da lagoa.

Na segunda repeticdo, a populagdo inicial corresponde ao décimo
quinto dia da primeira réplica. Esta populacéo corresponde a 1693 espécimes, e com
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a reaplicacao do BioUEL-GD, houve o decréscimo de 73,36%, havendo um pequeno
aumento no segundo, terceiro e quinto dia, mas mantendo-se abaixo do numero em
relagdo a populagao inicial com 4,28%, 29,71% e 21,74% respectivamente (Figura
14).

Figura 14 — Numero total de larvas da lagoa de tratamento de
efluentes colonizada por larvas de Culex amostrada sob aplicagdao do formulado
BioUEL-GD em relagdo a temperatura (°C) e precipitacdo (mm), com duas réplicas
de 15 dias o periodo de 29/10/2019 a 27/11/2019.
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O experimento aconteceu com uma temperatura média de 26,94 C,
com intervalos entre 14,6 a 37,9° C, e umidade relativa de 44,87%, entre 15 e 95%.
Em relagdo aos parametros abioticos houve uma variagao significativa de pH, com
intervalos entre 5,07 a 11,58 por todo o experimento. Outros parametros que
chamam atencao é a condutividade e TDS, como mostra a Tabela 7, mas isso se
justifica pelo aporte variavel de dejetos da empresa na lagoa durante o periodo
alterando as variaveis.

Em relagdo a temperatura média diaria e a precipitagdo média, de
acordo com o Instituto Agronédmico do Parana localizado a 13 km da area estudada,
com a relagdo de mortalidade, o produto foi aplicado na primeira repeticao apés
haver precipitagao média de 32,8 mm, mantendo-se sem chuva até o sétimo dia, fato
que pode ter ajudado no controle mais efetivo. Na segunda aplicacdo, houve
precipitacdo desde a aplicacdo, até o dia dois, fator esse que pode ter auxiliado no
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carreamento mecanico do formulado e também das larvas por escoamento e
consequentemente, diminuindo a taxa de mortalidade até o dia 5, como foi na

primeira réplica (Figura 14).

Tabela 7 — Médias dos parametros abidticos e valores minimos e
maximos entre as duas réplicas de aplicagdo do formulado BioUEL-GD em lagoa de
tratamento de efluentes em campo com larvas de Culex entre 29/10/2019 a
27/11/2019

Réplica 1 Réplica 2
y 7,19 9,39
P (5,07 - 8,92) (7,94 — 11,58)
. 30,87 31,02
Temperatura da agua (°C) (21,59 — 34,44) (26,76 — 34,19)
. ; 2021 2879,52
Condutividade (uS cm™) (1087 - 2999) (2111 - 3958)
911,44 1292,71
TDS (mg/L) (492 - 1486) (975 - 1728)
Temperatura atmosfeérica (°C) (1 822,1137) (14%5];7 9)
Umidade relativa (%) (1454;7951) (154_595)

As formas imaturas de Culex ocorrem frequentemente em ambientes
aquaticos com alta taxa de matéria organica (Clements 1999). Lagoas de tratamento
de efluentes com aporte diario de rejeitos se tornam ambiente propicio para o
desenvolvimento de mosquitos desse género, assim como a lagoa trabalhada (Ali et
al. 1989; Mulligan & Schaeffer, 1990).

A efetividade do BtiUEL-GD foi satisfatéria na concentragéo aplicada
em até 5 dias de atividade, diferentemente dos experimentos anteriores em
situagbes de campo. Alguns autores fazem referéncia ao alto aporte de matéria
organica ao qual pode reduzir a eficacia devido a maior presenga de matéria em
suspengao a qual pode absorver as proteinas do Bti (Boisvert & Boisvert, 2000;
Lacey, 2007), além de maior opcao alimentar em suspensado (Gaugler & Molloy,
1980).

Entretanto, a alimentagdo por filtracdo pode resultar em maior
ingestao do Bti suspenso (Fry-O'Brien & Mulla, 1996; Dawson et al. 2019), algo que
foi avaliado por Zequi et al. 2014 com o bioinseticida a base de Bti AquaBac® XT

que possui projecao de manter-se em suspensdo em solugcdo por um tempo maior a



52

qual obteve taxa maxima de controle em 2 L/Ha, propriedade principal do BioUEL-
GD.

Outros problemas que podem reduzir a efetividade do Bti em
lagoas de residuos, além do fluxo de agua e turbidez a qual leva gradativamente as
proteinas mecanicamente pelo escoamento, substancias depositadas podem
degradar a toxina do Bti, tal qual o cloro, importante produto presente na agua de
abastecimento tanto quanto para limpeza (Sinegre et al. 1981; Rydzanicz et al.
2010).

Dessa forma, a aplicagdo em lagoas de tratamento de efluentes e
residuos se torna um caso mais especifico e necessita de mais atengao e controle. A
simples utilizacdo de doses maiores, como mostra Mulla et al. (2003), pode nao ser
tdo significativo para o controle de Culex em ambientes como este pois outros
fatores, como aponta Lacey (2007), sao relevantes para a eficiéncia do Bti como
temperatura, radiagédo solar, vegetacdo e outros aspectos mencionados

anteriormente como turbidez e estratégias e taxas de alimentacao das larvas.
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4 CONCLUSAO

As formulagbes se mostram estaveis, sem causar alteracbes na
qualidade da agua a partir dos fatores abidticos.

Os comprimidos formulados (BioUEL-C) sao eficientes no controle
de Aedes para criadouros contendo até 10 litros de agua, sendo um excelente
produto para controle do vetor, podendo ser usado nas acgdes integradas de
combate ao Aedes, em até cinco semanas.

O formulado em granulos dispersiveis (BioUEL-GD) se mostra tao
efetivo quanto outros produtos comerciais, em concentragdes menores inclusive,
servindo como alternativa em comparagcdo a semelhantes no mercado, € mais
saudavel, tanto a saude humana e ambiental, em relacido as alternativas mais
comuns como inseticidas quimicos para usos de sete semanas em reservatorios de
meédio porte com presenca de larva de Culex. Em locais abertos, com fluxo de agua
e aporte de matéria, alta densidade larval como Culex, com o BioUEL-GD é
necessario em conjunto com o controle de fatores abidticos para postergar a
atividade, mas ¢é efetivo para o tratamento até sete dias, ou mais em condicoes
ideais.

Sendo assim, a proposta dessas formulacbes € uma alternativa
viavel de tecnologia nacional estavel e eficaz para o controle de mosquitos para o

uso da populacao e 6rgaos governamentais de maneira simples e segura.
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